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略語 
ACE ： angiotensin-converting enzyme アンギオテンシン変換酵素 
AGT ： angiotensinogen アンギオテンシノーゲン 
Aldo ： aldosterone アルドステロン 
Ang I ： angiotensin I アンギオテンシン I 
Ang II ： angiotensin II アンギオテンシン II 
APA ： aldosterone-producing adrenocortical adenoma アルドステロン産生副腎
皮質腺腫 
ATP6AP2 ： ATPase 6 accessory protein 2 
AT1R ： angiotensin II type 1 receptor アンギオテンシン II 1 型受容体 
CKD ： chronic kidney disease 慢性腎臓病 
CPA ： cortisol-producing adrenocortical adenoma コルチゾール産生副腎皮質腺
腫 
ESKD ： end stage kidney disease 末期腎不全 
HRP ： handle-region peptide ハンドル領域ペプチド 
MAPK ： mitogen-activated protein kinase 
PA ： primary aldosteronism 原発性アルドステロン症 
PAI-1 ： plasminogen-activator inhibitor-1 
(P)RR ： (pro)renin receptor (プロ)レニン受容体 
RAS ： renin-angiotensin system レニン・アンギオテンシン系 
RT-PCR ： reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
TGF-β1 ： transforming growth factor-β1 
V-ATPase ： vacular H+-ATPase 
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概要 
(プロ)レニン受容体((P)RR:(pro)renin receptor)は，1 回膜貫通型ドメインをもつ
350 アミノ酸タンパクであり，レニンまたはプロレニンに対する特異的な受容体
である．(P)RR は，レニン･アンギオテンシン系(RAS:renin-angiotensin system)活
性化，及び RAS とは独立したレニン/プロレニンの結合による直接的な経路によ
り細胞増殖刺激や細胞障害性因子の産生を行っていることが示唆されている．
また，(P)RR は小胞内酸性化作用を担っている V-ATPase と接合し，細胞の生存
に必要不可欠であることも明らかになっている．さらに，(P)RR 遺伝子過剰発
現ラットにおいて血圧と血漿アルドステロン濃度が増加することが報告されて
いる．以上から(P)RR とアルドステロン分泌の関与の可能性が示唆されるが，ア
ルドステロン産生副腎皮質腺腫 (APA: aldosterone-producing adrenocortical 
adenoma)における(P)RR 発現は明らかとなっていない． 
今回の研究では，APA やその他の種々の副腎腫瘍における(P)RR の発現とそ
の病態生理における役割を明らかにすることを目的とした．  
本研究は東北大学大学院医学系研究科倫理委員会の承認を得て，施行した．
副腎腫瘍と診断され片側副腎摘出術により摘出された腫瘍部および非腫瘍部付
随副腎を対象として，免疫組織化学，ウェスタンブロット分析，定量的 RT-PCR 
(reverse transcriptase-polymerase chain reaction)により，(P)RR 発現を検討した．免
疫組織化学とウェスタンブロット分析に用いた(P)RR に対する抗体は，合成ヒト
(P)RR224-237を抗原としてウサギに免疫することで作成したものを使用した． 
免疫組織化学では，(P)RR は非腫瘍部付随副腎，APA を含む副腎皮質腫瘍組
織において発現が認められた．非腫瘍部付随副腎では，副腎皮質･副腎髄質共に
(P)RR が認められたが，特に副腎皮質球状帯や網状帯で染色強度が高かった．腫
瘍組織では APA にて強い染色性が観察され，とりわけ緻密細胞を中心として陽
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性に染色されていた．コルチゾール産生副腎皮質腺腫，非機能性腺腫，副腎癌
においても(P)RR は陽性に染色されたが，APA にて認められたよりもいずれも
染色強度は低かった．他方，褐色細胞腫ではほとんど染色されなかった．ウェ
スタンブロット分析では，非腫瘍部付随副腎･腫瘍部それぞれにおいて(P)RR 蛋
白のバンドが 35kDa の位置に認められた．ウェスタンブロット分析のバンドの
強度を半定量化すると，APA の腫瘍組織の(P)RR 蛋白発現レベルは，非腫瘍部
付随副腎と比較して約 1.8 倍の増加を認めた(p＜0.05)．定量的 RT-PCR では，APA
腫瘍部における(P)RRmRNA レベルは，非腫瘍部付随副腎や他の副腎腫瘍組織と
比較して，いずれも有意な増加を認めた(p＜0.005)． 
以上のことから，(P)RR は mRNA と蛋白共に非腫瘍部付随副腎･副腎皮質腫瘍
において発現しており，とりわけ APA 腫瘍部にて(P)RR が増加していることが
明らかとなった．(P)RR は APA におけるアルドステロン過剰分泌や細胞増殖な
どの病態生理に関与している可能性が示唆された． 
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1． 背景 
レニン･アンギオテンシン系 (RAS: renin-angiotensin system)は水･電解質代謝，
循環血液量，血圧･血行動態維持に関して重要な役割を果たしている 1，2，3，4，5，
6)
(図 1)． レニンは前駆体であるプロレニンから産生される．腎輸入細動脈圧・
糸球体濾過量の低下，緻密斑に達する Cl-低下に反応し，あるいは交感神経刺激
により，傍糸球体細胞より分泌される．主に肝臓で産生された循環血中のアン
ギオテンシノーゲン(AGT:angiotensinogen)はレニンによりアンギオテンシン I 
(Ang I:angiotensin I)に，更にアンギオテンシン変換酵素  (ACE:angiotensin 
converting enzyme)により強力な生理活性を有するアンギオテンシン II (Ang 
II:angiotensin II)にプロセッシングされる．Ang II は心臓，血管，腎臓，中枢神経
系，副腎皮質，肝臓，脳などの細胞膜上に分布しているアンギオテンシン II 受
容体 (AT1R: angiotensin II type 1 receptor)に作用し，血管収縮，水・Na 再吸収，
交感神経，食塩摂取行動を刺激する．Ang II は副腎皮質球状層に作用し，ミネラ
ルコルチコイドであるアルドステロン (Aldo：aldosterone)の合成・分泌を刺激し，
Aldo を介して集合管での水・Na 再吸収及び K 排泄に作用する 4)(図 1)．このよ
うに，循環血中における全身性 RAS（循環 RAS）は昇圧作用を示し，主に血行
動態の調節及び維持に関与していると考えられている． 
この全身性 RAS に加え，最近では，局所で Ang II が産生され，オートクリン
/パラクリンとして作用する組織 RAS(局所 RAS)の概念も確立している．また，
RAS の構成因子であるレニン，AGT，ACE，Ang II 受容体は，副腎を含めた様々
な末梢組織に発現していることが明らかとなっており 5)，心血管系や腎臓組織に
おける細胞成熟，線維化，炎症など，局所産生･局所活性因子として作用するこ
とが明らかとなっている 6，7)．即ち，RAS はダイナミックな体液調節のメディエ
ーターとしての全身性 RAS だけでなく，心血管系や腎臓組織における細胞成熟，
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線維化，炎症など，局所産生･局所活性因子として作用する局所 RAS も含めた
多彩な機能を担う重要な内分泌系と捉えることができる 6，7)． 
近年，レニンあるいはプロレニンの特異的な受容体である(プロ)レニン受容体
((P)RR:(pro)renin receptor)が，Nguyen らにより発見された 8，9)．(P)RR は，1 回膜
貫通型ドメインをもつ 350 アミノ酸タンパクである 9)(図 2)．ヒトにおいて(P)RR
は脳，心臓，肝臓，腎臓，膵臓および胎盤等，多くの臓器･細胞に存在し全身に
分布している 9，10，11，12，13，14)．(P)RR はその発現分布及び特異的な作用から，
RAS の新たな構成因子として注目されている 8，9，15，16，17)．  
プロレニンはレニンの前駆体であり，プロセグメントにより Ang I 産生酵素活
性部位が覆われているため，大部分が不活性型で存在し酵素活性をもたない．
しかし(P)RR がプロレニンに結合すると，プロセグメントの蛋白分解を経ること
なく，立体構造の変化により酵素活性部位の露出をもたらし，Ang I 産生を可能
にする 9，18)．他方で，(P)RR は RAS とは独立した経路で mitogen-activated protein 
kinase (MAPK)を直接刺激する．糸球体メサンギウム細胞を用いた先行研究によ
ると，(P)RR はレニン/プロレニンが結合することにより，transforming growth 
factor-β1 (TGF-β1)，plasminogen-activator inhibitor-1 (PAI-1)，ファイブロネクチン，
コラーゲン 1，サイクロオキシゲネース-2 の発現を増加させることが明らかとな
っている 9，19，20，21，22)． 
すなわち，(P)RR は RAS の活性化(図 3.1. RAS activation)および RAS とは独立
的に細胞内シグナリング活性化による細胞増殖刺激や細胞障害性因子の産生を
行っている(図 3.2. Intracellular signaling)．前者は，血管壁細胞膜上に発現してい
る(P)RR は循環血中に存在するプロレニンを活性化させることにより全身性
RAS(循環 RAS)を亢進させると共に，各組織の(P)RR は局所において産生される
プロレニンを活性化させることにより組織 RASを亢進させる．このように(P)RR
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は Ang II 生成促進を介して，高血圧や糖尿病，それに伴う動脈硬化，微小血管
障害などの 2次性の末梢組織･臓器障害をもたらす可能性が考えられる．さらに，
後者は，レニン/プロレニン結合(P)RR を介した直接的な経路であり，受容体自
身の活性化により RAS とは独立した直接的な経路による細胞障害性因子の産生
を行い，線維化などにより末梢組織･臓器障害に関与する 9，20)．種々の動物実験
において(P)RR は高血圧や糖尿病に関連する末梢組織障害の進展に関与してい
ることが示されている 23，24，25，26)． 
全長型の(P)RR はフーリンにより切断され，可溶性(P)RR(s(P)RR)と，細胞膜
貫通ドメインおよび細胞質ドメインからなる truncated form に分解される 27)(図
2)．(P)RR をコードする遺伝子は ATP6ap2(ATPase 6 accessory protein 2)であり，
(P)RRはV-ATPase(vacular H+-ATPase)と共に truncated formとして分離･精製され，
発見された 28，29)． V-ATPase は小胞内に水素イオンを輸送し，小胞内酸性化作
用を有するが，全長型と truncated (P)RR は V-ATPase の機能に関与している可能
性が最近注目されている 30，31)(図 3.3. V-ATPase associated functions, 4)． (P)RR は
V-ATPase と複合体を形成して心筋細胞や足細胞の生存に必要不可欠であること
が示されている 31，32)．さらに，成体幹細胞や胚性幹細胞，更には胚芽の成長に
必要不可欠であり，癌の進展等に関連している Wnt/β-catenin 経路に，(P)RR が
関与していることが報告されている 30，32) (図 3.4. Wnt/β-catenin activation)． 
(P)RR は，様々なヒト組織や細胞に広く発現していることはすでに報告されて
いるが 9，10，11，12，13，14)，ヒト副腎や副腎腫瘍における(P)RR 発現は明らかになっ
ていない．原発性アルドステロン症(PA:primary aldosteronism)は，Aldo 過剰産生・
分泌による体液貯留・循環血漿量の増加・高血圧を呈する RAS 関連疾患である．
PA は，アルドステロン産生副腎皮質腺腫(APA:aldosterone-producing adrenocortical 
adenoma)を主因とする内分泌性高血圧疾患であり，未治療高血圧患者の 8-13%
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を占めると言われている 33)．Aldo の強力な組織障害作用により，同程度の血圧
の本態性高血圧患者と比較して脳・心臓・腎臓を始めとした末梢臓器に高頻度
に組織障害を合併することが知られている．近年，APA において，カリウムチ
ャネルをコードする KCNJ5の体細胞変異が高頻度に認められていることが明ら
かとなっている 34)． 
AGT， レニン， ACE の 3 者は副腎組織/副腎腫瘍組織に発現しており，局所
で産生されるAng IIは直接副腎内でAldoの産生を調節している可能性が示唆さ
れている 5，35，36)．ヒト(P)RR の全身性/血管平滑筋特異的遺伝子過剰発現ラット
では，血圧と血漿 Aldo レベルの上昇が報告されている 23，37)．また，ヒト副腎皮
質細胞系H295RやHAC15において(P)RRが発現していることが報告されている
38)．したがって，内分泌性高血圧の主要原因である APA の腫瘍組織や他の副腎
腫瘍組織における(P)RR の発現やその病態生理学的な役割を検討する必要性が
考えられた． 
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2． 目的 
本研究では，ヒト副腎組織や APA をはじめとする種々の副腎腫瘍における
(P)RR の局在やその発現量を検討することにより APA の病態生理における役割
を明らかにすることを目的とした． 
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3． 方法 
3．1． ヒト副腎組織 
本研究は，本研究は東北大学大学院医学系研究科倫理委員会の承認を得て施
行した．本研究の対象組織の収集に際し，事前に各々の患者からインフォーム
ドコンセントを得ている．対象組織は，副腎腫瘍を有する患者から副腎摘出術
により得られた．摘出した組織は直ちに以下の処理を行った． 
免疫組織化学：4％ホルマリンで固定し，パラフィン包埋した． 
蛋白･RNA 定量：-80℃で深凍保存した．その後蛋白または RNA 抽出処理を行
った． 
本研究の対象としたヒト副腎腫瘍組織は，APA，コルチゾール産生副腎皮質腺
腫(CPA:cortisol-producing adrenocortical adenoma)，非機能性腺腫(non-functioning 
adenoma)，副腎癌(adrenocortical carcinoma)，褐色細胞腫(pheochromocytoma)であ
る．免疫組織化学，ウェスタンブロット分析，定量的 RT-PCR それぞれの検討で
用いた検体のプロフィールは表 1．に示した．APA は，血漿 Aldo 濃度の上昇・
血漿レニン活性の抑制・CT・副腎静脈サンプリングによって診断された．副腎
腫瘍は手術標本の病理組織診断により確定診断された． 
また，副腎癌と褐色細胞腫を除く，すべての副腎組織は，肉眼的形態が正常
で非腫瘍部である付随副腎(非腫瘍部付随副腎)を含んでいた．非腫瘍部付随副腎
は 4 例をウェスタンブロット分析に，18 例を定量的 RT-PCR に用いた． 
 
3．2． 抗(P)RR 抗体 
東北大学薬学系研究科臨床薬学分野准教授(現東北福祉大学教授) 戸恒和人先
生より提供された抗(P)RR 血清を使用した．(P)RR に対する抗体は，合成ヒト
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(P)RR224-237(ヒト(P)RR の 224-237 残基の 14 残基からなるペプチド；カスタム合
成 TaKaRa，Otsu，Japan)をウシ血清アルブミンと結合させ，ウサギに免疫する
ことで作製した 11，12)．本抗体の全長(P)RR における認識部位を，図 2 に矢印で
示す． 
また，抗(P)RR 血清の特異性は，先行研究の吸収試験やウェスタンブロット解
析により確認している 11，12)．抗(P)RR 血清の吸収試験では，(P)RR 血清(1:4000)
にヒト(P)RR224-237を 60µg peptide/ml の濃度で加えて 4℃で 20 時間吸収した．ウ
ェスタンブロット解析ではラット腎臓･心臓抽出物において特異的なバンドが
認められることを確認している 11，12)． 
 
3．3． 免疫組織化学 
ヒト副腎組織は，4％ホルマリン固定･パラフィン包埋し，3 µm で薄切，(P)RR
に対する免疫組織染色を Vectastain ABC kit(Vector) を用いた ABC 法
(avidin-biotinylated peroxidase complex)により，先行研究に準じて施行した 39，40)．
3 µm の組織のパラフィン切片を脱パラフィンし，キシレンからエタノ－ルに水
和した後，内在性ペルオキシダ－ゼ活性を除去するため 0.3％ H2O2を含んだメ
タノ－ルで 30 分間インキュベートした．エタノ－ル濃度を段階的に下げて水和
し， phosphate bufferd saline(PBS)(pH 7.4)で 3 回洗浄した後，非特異的染色の防
止のため切片に，ブロッキング用正常ヤギ血清(1:20)を滴下し 30 分間反応させ
た．ブロッキング後，PBS(pH 7.4)で 3 回洗浄した切片に一次抗体を滴下して 4℃
で 20 時間インキュベートした．陰性コントロールは正常ウサギ血清
(NRS)(1:2000)を用いた．PBS で 3 回洗浄した後，ビオチン標識した二次抗体
(1:400)を室温で 30 分間インキュベートした．PBS で 3 回洗浄した後，ABC 試薬
(アビジン，ペルオキシダ－ゼ標識ビオチン)で 30 分間インキュベートした．発
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色には，3．3’-diaminobenzidine solution(0.01 mol/L 3．3’-diaminobenzidine in 0.05 
mol/L Tris-HCl buffer(pH 7.6) and 0.3％ H2O2)を用い，対比染色に Methyl green を
用いた． 
我々が本研究に先行して行った事前実験では，(P)RR に対する免疫活性は，ヒ
ト非腫瘍部付随副腎の皮質，とりわけ球状帯で観察された．そこで，本研究で
は副腎組織における(P)RR 免疫反応性強度は以下のように設定し，評価した．な
お，評価の基準とした副腎皮質球状層は明らかな過形成などの形態的変化を伴
わない部分を用いた． 
陰性:全く染まらない． 
弱陽性:副腎皮質球状帯で認められたもの(陽性)と陰性の中間のもの． 
陽性:副腎皮質球状帯と同程度． 
強陽性:副腎皮質球状帯で認められたものより明らかに強いもの． 
 
3．4． ウェスタンブロット分析 
 タンパク質の抽出は先行研究に準じて行った 41)．副腎組織に約 5 倍量の triple 
detergent lysis buffer (50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)，150 mmol/L NaCl，0.02％ sodium 
azide，0.1％ SDS，100 µg/L phenylmethylsulfonyl fluoride，1 µg/ml aprotinin，1 µg/ml 
Nonidet P-40，0.5％ sodium deoxycholate)を加え，直ちにホモジナイズした．こ
のホモジネート溶液を 15000 g で 10 分間遠心した後，上清をチューブに移しタ
ンパク質溶液とした．サンプルのタンパク質濃度は Bradfold 法 17)を用いて測定
した． 
ウェスタンブロットは先行研究に準じて行った 42)．  SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis)(15％ SDS polyacrylamide gel，1.5
時間･150V)を行った後，転写バッファー(25 mmol/L Tris-HCl，192 mmol/L グリ
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シン，20％メタノール)を用いてニトロセルロースメンブレンにタンパク質を電
気的(4℃，1 時間･100V)に転写した．転写したメンブレンを，10％脱脂粉乳を含
む TSBT-20 バッファー(10 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L NaCl，0.08％ Tween 20)
でブロッキングした(4℃，1 時間)．その後，一次抗体を Overnight で反応させた．
一次抗体は，抗(P)RR 血清(1:10000)を使用した．TSBT-20 バッファーで数回洗浄
した後，二次抗体である西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギ抗体(1:20000，
NA934， GE Healthcare， Buckinghamshire，UK)と 4℃，1 時間反応させた．TSBT-20
バッファーで数回洗浄した後，化学蛍光キット(ECL；Amersham，Arlington Heights，
IL)を用いて発色させた． 
内部標準物質として，β-actin の発現量を検討した．一次抗体に抗 β-actin モノ
クローナル抗体(1:20000; A1978， St． Louis， MO， USA)，二次抗体に西洋ワ
サビペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG抗体(ヤギ由来， 1:20000; sc-2005， Santa 
Cruz Biotechnology， Santa Cruz， CA)を用いた．蛋白発現は，35kDa の(P)RR
バンドと 43kDa の β-actin バンドの相対強度を NIH Image software を使用して定
量評価した． 
 
3．5． 定量的 RT-PCR 
 TRIzol 試薬(Invitrogen，Carlsbad，CA)を使用して，total RNA を抽出した．凍結
組織片(0.5g～1.0g)を TRIzol 試薬 2.5 mL に加え，直ちにホモジナイズし，このホ
モジネート溶液を 3500 rpm で 15 分間遠心した．次いで，上清を 1.5 mL エッペ
ンドルフチューブに移して室温で 5 分間静置し，クロロホルム 200 µL を加え軽
く攪拌し，室温で 2～3 分間静置した後，15000 rpm，4℃で 15 分間遠心した．遠
心後，上清を氷上の 1.5 mL エッペンドルフチューブに移し，イソプロパノール
500 µL を加え攪拌し，室温に 10 分間静置した後，15000 rpm･4℃で 10 分間遠心
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した．遠心後，上清を完全に取り除き，75％エタノール 1 mL を加え，vortex で
よく攪拌した．7500 rpm，4℃で 5 分間遠心した後，上清を完全に取り除き風乾
した．風乾したペレットを Tris-EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) buffer で溶
出し total RNA溶液とした．RNA濃度は吸光光度計(BioPhotometer； Eppendorf AG，
Hamburg，Germany)で測定した． 
 (P)RR と 18S rRNA の定量的 RT-PCR は，7500Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems Inc．， Foster City， CA， USA)を使用した．反応には The SYBR 
PrimeScript RT-PCR Kit II (Takara Bio Inc， Shiga， Japan)を使用した．(P)RR (NCBI 
Reference Sequence: NM 005765)のプライマー配列は，
5’-CCTCCCTCATTAGGAAGACAAGGAC-3’ (sence)， 
5’-TCGAATCTTCTGGTTTGTCATCCT-3’ (reverse)であり，予想される PCR 産物は
233 bp である 42)．18S rRNA (NCBI Reference Sequence: NR 003286)に対するプラ
イマー配列は，5’-GCCCGAGCCGCCTGGATAC-3’ (sense)，
5’-CCGGCGGGTCATGGGAATAAC-3’ (reverse)であり，予想される PCR 産物は
299 bp である 42)． (P)RR mRNA や 18S rRNA のコピー数は，それぞれの既知コ
ピー数のコントロール cDNA を用いて 7500 system sequence detection software 
(Applied Biosystems Inc．)により標準曲線を作成し，計算した．(P)RR mRNA の
相対発現強度は，18S rRNA 発現強度により補正し評価を行った． 
 
3．6． 統計解析 
データは平均 ± 標準誤差(SEM; standard error)で示した．統計解析はエクセル
統計 2012(Social Survey Resarch Information Co., Ltd., Tokyo，Japan)を用いた．多
元配置分散分析(ANOVA)を行い，各群は Scheffe post hoc test による多重比較を行
った．P＜0.05 を統計学的に有意とした． 
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4． 結果 
4．1． 免疫組織化学 
 非腫瘍部付随副腎における(P)RR の発現を図 5 に，副腎腫瘍（APA，CPA，非
機能性腺腫，副腎癌，褐色細胞腫）における(P)RR の発現を図 6，表 2 に示す． 
非腫瘍部付随副腎は検討した全 47 例で，皮質と髄質共に(P)RR の発現を認め
た．典型的な染色例を図 5A，5C に示す．(P)RR 免疫活性は，副腎髄質や副腎皮
質の束状帯より球状帯や網状帯で強く観察された．副腎や副腎周囲組織におけ
る動脈や静脈の血管平滑筋や血管内皮細胞，副腎周囲の脂肪組織における脂肪
細胞も(P)RR 陽性に染色された(図 5B)．NRS を用いた陰性コントロールでは陽
性所見は認められなかった(図 5D)． 
副腎腫瘍においても(P)RR 陽性所見が認められた(図 6)．APA では検討した 31
例中，強陽性が 20 例，陽性が 10 例，弱陽性が 1 例，陰性は 0 例であり，APA
の大部分で(P)RR が強く染色された(図 6A，6B，表 2)．APA の腫瘍部では緻密
細胞の細胞質や淡明細胞の形質膜を中心に染色が認められたが，とりわけ緻密
細胞に部分的に強い染色が認められた．また，CPA(図 6C)は全 3 例中，1 例が弱
陽性，2 例が陰性，非機能性腺腫(図 6D)は全 4 例中，1 例が弱陽性，3 例が陰性，
副腎癌(図 6F)は全 3 例中，2 例が弱陽性，1 例が陰性であり，種々の副腎腫瘍に
おいても(P)RR は陽性に染色されたが，APA にて認められたよりもいずれも染
色強度は弱かった．褐色細胞腫では全 3 例ともに陰性であり(P)RR は染色されな
かった(図 6E，表 2)． 
 
4．2． ウェスタンブロット分析 
ウェスタンブロット分析によって，副腎腫瘍組織（図 7A， APA4例(1-4)， CPA2
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例(5-6)， 非機能性腺腫 1 例(NFA 7)， 副腎癌 2 例(Aca 8-9)）および APA の非腫
瘍部付随副腎 4 例(Normal 9-12)の全例において，35kDa の全長型 (P)RR 蛋白の
発現が認められた(図 7A)． 
35kDa の部位にみられたバンドと β-actin の 42kDa の部位のバンドの強さを半
定量して検討した結果，(P)RR の相対発現レベルは， APA 腫瘍部では非腫瘍部
付随副腎と比較して有意な増加が認められた(図 7B，P<0.05)． 
また，APA腫瘍組織(図 7A， APA 1-4)や非腫瘍部付随副腎(図 7A， Normal 9-12)
において， 28kDa の位置に弱いバンドが認められた．本研究に用いた抗(P)RR
抗体は，アミノ酸 224-237 の 14 残基をエピトープとして作成された．そのため
Full-length (P)RR だけでなく s(P)RR も認識する(図 2)．すなわち，28kDa の位置
のバンドは s(P)RR 蛋白である可能性が考えられ，s(P)RR は非腫瘍部付随副腎や
APA 組織中にもごく少量であるが存在する可能性が示唆された(図 7A)． 
 
4．3． 定量的 RT-PCR 
定量的 RT-PCR では，検討を行った全 36 例の副腎腫瘍と 18 例の非腫瘍部付随
副腎において(P)RR mRNA を検出できた． 
APA 腫瘍部分(8 例)における(P)RR mRNA 発現レベル(3.181±0.624 mmol/mol)
は，非腫瘍部付随副腎(18 例，1.182±0.263 mmol/mol)と比較して約 3 倍の増加を
認めた(図 8，P<0.005)． 
さらに，APA 腫瘍部分における(P)RR mRNA の発現レベルは，検討した他の
腫瘍組織(CPA 10 例，0.894±0.293 mmol/mol，褐色細胞腫 7 例， 0.734±0.221 
mmol/mol，副腎癌 11 例， 0.342±0.090 mmol/mol)のいずれと比較しても有意に
増加していた(図 8，P<0.005)． 
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5． 考察 
ヒトにおいて(P)RR は多くの臓器･細胞に存在し全身に分布している 9，10，11，12，
13)．近年，(P)RR の様々な機能や種々の病態との関連性が明らかとなっている．
(P)RR遺伝子エクソン 4に存在する変異(c.321C>T,p.D107D)が X連鎖性の精神遅
滞及びてんかん（XMRE）の発症に関与していることが報告されており，(P)RR
は脳内において神経細胞の成長に関与している可能性が示唆されている 43)． 
(P)RR はヒト脳に広く発現分布しており，視床下部においてはバソプレシンやオ
キシトシンと共存関係にあることが明らかとなった 13)．このことから脳におけ
る(P)RR は，神経細胞の成長，中枢性 RAS の活性化や中枢性ホルモン分泌制御
に重要な役割を果たしている可能性が考えられる．また，糖尿病患者の腎臓に
おける (P)RR の発現を検討した我々の検討では，(P)RR は腎臓皮質，髄質共に
尿細管と集合管において主に発現が認められた．末期腎不全(ESKD: end stage 
kidney disease)患者の腎臓組織における委縮した尿細管であっても全症例にて
(P)RR 発現が認められた．ESKD の腎臓組織における(P)RR 免疫組織化学は尿細
管や集合管においてしばしば強く観察され，(P)RR は糖尿病性腎症による末期腎
不全状態の腎組織内で高発現していることが明らかとなった 44)．糖尿病患者で
は循環プロレニンが増加していることから，糖尿病由来の慢性腎臓病
(CKD:chronic kidney desease)の進展において(P)RRはRASの活性化や組織障害に
寄与している可能性が考えられた 44)． 
また市原らによるプロレニンのプロセグメント領域と同じ配列を持つハンド
ル領域ペプチド(HRP:Handle region peptide)と呼ばれる”decoy” peptideを用いた研
究では，HRP による(P)RR 阻害が組織障害抑制効果を示したことが報告されて
おり 24，25，26，45，46，47)， (P)RR は末梢臓器障害の寄与因子であることが広く認知
されている．一方でヒト副腎や副腎腫瘍における(P)RR 発現は明らかになってお
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らず，存在意義や副腎疾患における病態との関連性は検討されていなかった． 
本研究では，(P)RR mRNA や蛋白がヒト副腎や副腎皮質腫瘍組織に発現して
いることが明らかとなった．また，非腫瘍部付随副腎組織(皮質・髄質)や他種の
副腎腫瘍組織と比較して，APA における(P)RR 発現が増加していることが初め
て示された．APA における(P)RR 発現の増加は，免疫組織化学・ウェスタンブ
ロット分析・定量的 RT-PCR いずれにおいても観察された．PA は主に APA によ
って引き起こされ，内分泌性高血圧の主たる原疾患であり，未治療高血圧の
8-13%程の患者が本疾患を有するとされている 33)．本研究で得られた知見は，
(P)RRはAPAの病態に関連している可能性を示唆している．付随副腎組織では，
強い(P)RR 免疫活性が副腎皮質球状帯だけでなく網状帯でも観察されたが，網状
帯における(P)RR の機能については今後更なる検討が必要である．最近 Nanba
らは，APA の腫瘍組織において Aldo 合成酵素である CYP11B2 の免疫組織化学
的検討を行い，20 例の片側副腎腫瘍中 19 例において陽性所見を認めたと報告し
ている 48)．CYP11B2 の染色は，APA における Aldo 産生の部位診断に有用と考
えられるので，今後 APA において CYP11B2 と(P)RR の陽性細胞の相互関係の検
討が必要と考えられた． 
副腎皮質や副腎腫瘍，副腎周囲の脂肪組織からは，アドレノメデュリン，ウ
ロコルチン，ウロテンシン II 等の様々な生理活性ペプチド 49，50，51)や CTRP1 等
のアディポカイン 52)が分泌され，オートクリンあるいはパラクリン因子として
APA における Aldo 分泌に影響を及ぼしている可能性が示唆されている．しかし
ながら，これらの生理活性ペプチド，アディポカインや各々の受容体は APA の
腫瘍組織内に発現しているものの，非腫瘍部付随副腎組織や他種の副腎腫瘍組
織と比較して APA で有意な上昇は認められなかった 49，50，51)．対して，本研究
では(P)RR は APA にて過剰発現していることが明らかとなり，(P)RR が APA に
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おける Aldo 過剰分泌などの重要な役割に関与している可能性が注目される． 
副腎皮質内には局所 RAS が存在し Aldo 分泌を刺激することを示す様々な知
見が先行研究により報告されている 5)．副腎皮質内の局所 RAS は循環 Ang II の
増幅に機能し，副腎 RAS の分泌調節は循環 RAS の調節とは明らかに異なってい
る 5)．PA では，血漿 Aldo レベルが増加しているため，negative feedback により
血漿レニン活性が抑制されている．しかしながら，副腎や副腎腫瘍にはレニン
遺伝子が発現している 5，35，36)． それゆえ，APA や非腫瘍部付随副腎より産生・
分泌された（プロ）レニンは，APA 腫瘍組織内の(P)RR に結合し APA における
AngI産生によるRASの活性化や細胞内シグナリングの直接的な活性化などの局
所効果を刺激する可能性がある．（プロ）レニンが(P)RR に結合すると AGT から
Ang I が生成され，生成した Ang I は APA の Aldo 分泌を増幅する可能性が考え
られる． 
しかしながら，副腎腫瘍の培養細胞である H295R 細胞と HAC15 細胞を用い
た先行研究では生理的濃度のプロレニンやレニンは(P)RR を介した Aldo 分泌反
応を引き起こさないことが報告されている 38)．他方，ヒト(P)RR の全身性/血管
平滑筋特異的遺伝子過剰発現ラットでは，血圧と血漿 Aldo レベルが上昇するこ
とが報告されている 23，37)．更に，Ang II 産生や MAPK 活性化 14，17)の他にも
Wnt/β-catenin 経路 30)の活性化を介して，(P)RR が細胞増殖を刺激する可能性も考
えられる．核あるいは細胞質への β-catenin 異常蓄積が APA の 21 例中 19 例で認
める報告がなされたことは注目するに値する 33)．  
Shionoiri ら 36)はミネラルコルチコイド受容体アンタゴニストであるスピロノ
ラクトンにより治療されていない PA 患者の APA 腫瘍組織からはレニン mRNA
は，リボヌクレアーゼプロテクションアッセイによって検出されていなかった
が，スピロノラクトンによる治療を受けていた PA 患者の APA 腫瘍組織からは
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レニン mRNA が検出されたと報告している．したがって，ミネラルコルチコイ
ド受容体アンタゴニストなどの薬物摂取が副腎腫瘍における(P)RR 発現に影響
を及ぼしている可能性は否定できない．今後，研究対象者の薬物服用歴の(P)RR
発現への影響を明らかにする必要性があると考えられた． 
Zhuらは，食塩感受性ラットの腎における(P)RRが高食塩食摂取により亢進し，
選択的アルドステロン阻害薬であるエプレレノンの投与により減少することを
報告している 53)．腎における(P)RR の発現量の調節にミネラルコルチコイド受
容体が関与している可能性が示唆されるが，副腎における(P)RR の発現への関与
は明らかになっていない．しかしながら本研究で認められた APA における(P)RR
の発現増加は，Aldo レベルの上昇によって引き起こされた 2 次的な変化である
可能性は否定できないので，今後の検討が必要である． 
Choi らは，カリウムチャネルをコードする KCNJ5 の体細胞変異が APA の 22
例中 8 例で認められることを示した 34)．その後の研究で，副腎 KCNJ5 変異が
APA の約 40%に認められることが明らかとなり 33)，この KCNJ5 変異が APA の
最も一般的な遺伝性要因であることが示されている．KCNJ5 変異の結果，細胞
チャネルの選択性が変化し，ナトリウムイオンの透過性が増す．ナトリウムイ
オンの細胞内流入は，細胞内の脱分極・電位依存カルシウムイオンチャネルの
活性化・Aldo産生・細胞増殖を引き起こす．KCNJ5変異が副腎皮質球状層の(P)RR
発現に変化を与えるかどうかは明らかではなく，今後の検討が必要である．他
方，(P)RR は KCNJ5 変異と共に，アルドステロン分泌や副腎皮質球状層の細胞
増殖を増強する可能性は十分考えられる．また，(P)RR と V-ATPase の複合体は，
様々な細胞における水素イオン輸送や小胞内酸性化において，重要な生理的役
割を担っており，カリウムチャネル遺伝子変異との相互関係を考える上で注目
すべき点である 30，31)． 
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6． 結論 
本研究では，(P)RR mRNA や蛋白がヒト副腎や副腎皮質腫瘍組織に発現して
いることを初めて明らかにした．特に，APA における(P)RR 発現レベルは，他
副腎腫瘍や非腫瘍部付随副腎に比べ増加していた．これらの知見は， (P)RR が
APAにおけるAldo分泌や細胞増殖等における病態生理学的役割を果たしている
可能性を示唆していると考えられた(図 9)．今後，副腎における(P)RR の Aldo 分
泌や細胞増殖への関与の解明や，ミネラルコルチコイド受容体アンタゴニスト
投与やアルドステロン濃度の(P)RR 発現への影響等の検討が必要と考えられた． 
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図の説明 
 
図 1．  レニン-アンギオテンシン系(RAS)．AGT は主に肝臓で合成され循環血
中に放出され，レニンにより AngⅠに変換される．AngⅠは肺や腎血管内皮細胞
の細胞膜上に存在するアンギオテンシン変換酵素(ACE)により AngⅡに変換さ
れる．AngⅡは，血圧を上昇させるほか，副腎皮質からアルドステロン分泌を刺
激したり，腎尿細管において電解質・水の再吸収を促進するなど，種々の生理
活性を示す．  
 
図 2．  (P)RR の構造．細胞外ドメイン(Extracellular domain)，細胞膜貫通ドメイ
ン(Transmembrane domain)，細胞内ドメイン(Cytoplasmic domain)に大きく分けら
れる．全長型の 35kDa の(P)RR は，Furin cleavage site で切断を受けると 28kDa
の s(P)RR と truncated (P)RR に分離される． 
 
図 3．  (P)RR の様々な機能．プロレニン(prorenin)は活性部位がプロセグメント
で覆われているためそれ自体では酵素活性を有しておらず，受容体と結合する
ことによって，非タンパク分解性に構造変化がおこり，酵素活性を示す(1. RAS 
activation)．AGT から AngⅠを合成して RAS を賦活化する．(P)RR はマイトジェ
ン活性化タンパク質キナーゼ(MAPK)や TGF-β などを活性化して，細胞の増殖や
臓器の線維化に関与している(2. Intracellular signaling)．また，(P)RR の truncated 
formはV-ATPaseと複合体を形成し，V-ATPaseの機能を補完している(3. V-ATPase 
associated functions)．さらに， Wnt/β-catenin 経路などの細胞内シグナリングの活
性化作用を有する(4. Wnt/β-catenin activation)． (Sihn， G．， Rousselle， A．， 
Vilianovitch， L．， et al．， 2010， Physiology of the (pro)renin receptor: Wnt of 
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change?， Kidney Int， 78，246-56．， Springer 社より許可のもと転載，一部改変) 
 
図 4．  (P)RR と V-ATPase の構造．V-ATPase は V1 ドメインと V0 ドメインか
ら構成されている．V1 ドメインは 8 個のサブユニット(A, B, C, D, E, F, G, H)から
成り，ATP の加水分解を担う．V0 ドメインは形質膜内在性部位であり 6 個のサ
ブユニット(a, d, e, c, c’, c’’)から成り，水素イオンの輸送路を形成する．(P)RR の
truncated form (ATP6AP2/(P)RR)は V-ATPase の V0 ドメインに接合する． 
(Kinouchi， K．， Ichihara， A．， Sano， M．， et al．， 2010， The (pro)renin 
receptor/ATP6AP2 is essential for vacuolar H+-ATPase assembly in murine 
cardiomyocytes．， Circ Res， 107， 30-34．， Springer 社より許可のもと転載) 
 
図 5．  ヒト非腫瘍部付随副腎における(P)RR の免疫組織化学的検討．(A)副腎
皮質・副腎髄質，(B)副腎周囲脂肪組織，(C)副腎皮質(A の同一部位の強拡大)，
(D)NRS を用いた陰性コントロール(C とほぼ同部位)．Cx: cortex， Md: medulla， 
ZG: zona glomerulosa， ZF， zona faciculata， ZR: zona reticularis， Ar: artery， Vn: 
vein， Adipo: adipocytes． Bar=500μm(A)(B)，100μm(C)(D)．茶褐色が陽性細胞． 
 
図 6．  ヒト副腎腫瘍組織における(P)RR 免疫組織化学的検討．(A)(B)アルドス
テロン産生副腎皮質腺腫(APA)， (C)コルチゾール産生副腎皮質腺腫(CPA)， (D)
非機能性腺腫(NFA)， (E)褐色細胞腫(Pheo)， (F)副腎癌(Aca)．Bar=100μm．矢印
は代表的な(P)RR 陽性細胞(茶褐色に染色)． 
 
図 7．  (P)RR のウェスタンブロット分析．(A)アルドステロン産生腺腫(APA, 
No.1-4)，コルチゾール産生腺腫(CPA, No.5，6)，非機能性腺腫(NFA, No.7)，副腎
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癌(Aca, No.8)，APA の非腫瘍部付随副腎(Normal， No.9-12)のウェスタンブロッ
ト分析．MWM: molecular weight marker．下段は，内部コントロールである β-actin
の発現を示している．(B)APA の非腫瘍部付随副腎(Normal，n=4)と APA 腫瘍組
織(APA，n=4)における(P)RR の相対発現(平均 ± SEM)．図 7．(A)に示した 35kDa
の(P)RR のバンド強度(N，No.9-12 と APA，No.1-4)は，それぞれの β-actin のバ
ンド強度で補正し，半定量化した．データは(P)RR/β-actin の相対発現を示してい
る．*，p＜0.05． 
 
図 8．  定量的 RT-PCR による(P)RR mRNA 発現レベル(平均 ± SEM)．アルドス
テロン産生腺腫(APA，n=8)，コルチゾール産生腺腫(CPA，n=10)，褐色細胞腫(Pheo，
n=7)，副腎癌(Aca，n=11)，非腫瘍部付随副腎(Normal，n=7)．**，p＜0.005  
 
図 9．  本研究の結果から示唆される APA における(P)RR の役割の可能性．APA
腫瘍組織に発現している(P)RR は，副腎局所にて産生される(プロ)レニンと結合
することによって酵素活性の亢進をもたらし，アロドステロンの産生亢進に関
与している可能性がある．また，(P)RRはMAPKの直接刺激によるDNA合成や，
V-ATPaseとの共存による Wnt/β-catenin 経路の刺激によって細胞増殖に寄与して
いる可能性が考えられる．
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表 1 
副腎組織(P)RR 発現を検討した検体プロフィール． 
 症例数 
性別 
(男性/女性) 
年齢 
(最小-最大) 
免疫組織化学    
アルドステロン産生腺腫(APA) 31 14 / 17 26 - 73 
コルチゾール産生腺腫(CPA) 3 0 / 3 41 - 78 
非機能性腺腫(NFA) 4 2 / 2 39 - 73 
副腎癌(Aca) 3 1 / 2 49 - 65 
褐色細胞腫(Pheo) 3 2 / 1 29 - 68 
計 44   
ウェスタンブロット分析    
アルドステロン産生腺腫(APA) 4 1 / 3 40-52 
コルチゾール産生腺腫(CPA) 2 1 / 1 41-60 
非機能性腺腫(NFA) 1 0 / 1 56 
副腎癌(Aca) 1 0 / 1 18 
計 8   
定量的 RT-PCR    
アルドステロン産生腺腫(APA) 8 4 / 4 40 - 61 
コルチゾール産生腺腫(CPA) 10 6 / 4 38 - 60 
副腎癌(Aca) 11 2 / 9 18 - 69 
褐色細胞腫(Pheo) 7 5 / 2 29 - 64 
計 36   
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表 2 
免疫組織化学の結果．各染色強度を示した副腎腫瘍の症例数を示す． 
 
強度 
アルドステ
ロン産生腺
腫(APA) 
コルチゾー
ル産生腺腫
(CPA) 
非機能性腺
腫(NFA) 
副腎癌(Aca) 
褐色細胞腫
(Pheo) 
強陽性 20 0 0 0 0 
陽性 10 0 0 0 0 
弱陽性 1 1 1 2 0 
陰性 0 2 3 1 3 
